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Данная работа посвящена разра-
ботке компьютерных методик обра-
ботки изображения в цветном режиме. 
Аналитическим сигналом, связанным с 
концентрацией определяемого компо-
нента, служат цветометрические ха-
рактеристики анализируемого образца 
(координаты цвета в различных систе-
мах, светлота, насыщенность цвета и 
др.).  
В данной работе предложена ме-
тодика количественного определения 
суммы алкалоидов в листьях маклейи 
сердцевидной с применением сканера и 
компьютерных программ цифровой об-
работки изображений. Предложенная 
методика основана на измерении отра-
жающей способности пятен алкалои-
дов, нанесенных на хроматографическую 
бумагу, после их проявления модифици-
рованным по Мунье реактивом Драген-
дорфа. Методика является простой в 
применении, не требует дорогостоящего 
оборудования (денситометров), а воз-
можность обработки хроматограмм в 
цветном режиме позволяет максималь-
но уменьшить погрешность анализа. 
Относительная погрешность предло-
женной методики составляет 2,33 %.  
Ключевые слова: маклейя сердце-
видная, алкалоиды, сканер. 
 
ВВЕДЕНИЕ 
В последнее время все шире приме-
няют в анализе метод цветометрии. Цве-
тометрия – наука о способах измерения 
цвета и его количественном выражении. В 
данном методе аналитическим сигналом, 
связанным с концентрацией определяемо-
го компонента, служат цветометрические 
характеристики анализируемого образца 
(координаты цвета в различных системах, 
светлота, насыщенность цвета и др.) [1]. 
В большинстве случаев цветомет-
рические характеристики рассчитывают на 
основе спектров поглощения или диффуз-
ного отражения с применением программ 
компьютерной обработки спектральных 
данных [2]. 
В литературе последних лет встре-
чаются работы, посвященные разработке 
компьютерных методик обработки изобра-
жения в цветном режиме. Привлекатель-
ность данных методик заключается в том, 
что они являются простыми в применении, 
не требуют дорогостоящего оборудования 
(денситометров), а возможность обработки 
хроматограмм в цветном режиме позволяет 
максимально уменьшить погрешность ана-
лиза. Таким образом, в настоящее время, с 
распространением цифровой фотографии, 
настольных сканеров и компьютерных про-
грамм обработки цветного изображения, 
появился быстрый, объективный и автома-
тизированный способ оценки цветометри-
ческих характеристик окрашенных образ-
цов [3]. 
Преимущества цветометрии как ме-
тода анализа заключается в высокой чув-
ствительности и селективности определе-
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ния различных веществ, в возможности 
исследования реагентов не только в рас-
творе, но и в твердой фазе (фазе сорбента), 
а также при разработке градуировочных 
тест – шкал для визуального определения 
компонентов в тест – методах анализа [4]. 
В настоящей работе показана пер-
спективность использования настольного 
офисного сканера в качестве аналитиче-
ского прибора, пригодного для измерения 
цветометрических характеристик сорбиро-
ванных на бумаге или тонком слое окра-
шенных соединений в сочетании с автома-
тизированной оценкой результатов анализа 
с использованием стандартных (или спе-
циализированных) программ. Ранее такой 
подход был успешно применен для опре-
деления в лекарственном растительном 
сырье сабельника болотного суммы фе-
нольных соединений с реактивом Брендта 
[5]. 
Целью данной работы является раз-
работка методики количественного опре-
деления алкалоидов в листьях маклейи 
сердцевидной с применением сканера и 
компьютерных программ цифровой обра-
ботки изображений. 
 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В качестве объекта исследования ис-
пользовали листья маклейи сердцевидной, 
заготовленные в июле 2008 г. на учебно-
полевом участке ВГМУ в окрестностях г. 
Витебска (Республика Беларусь). Собран-
ные образцы высушивали в тени при ком-
натной температуре. До проведения анали-
зов образцы хранились в бумажных паке-
тах при комнатной температуре. 
В качестве стандартного образца на-
ми был избран наиболее доступный и 
сравнительно нетоксичный алкалоид бер-
берина бисульфат. В качестве проявляю-
щего реактива использован реактив Дра-
гендорфа, известный в различных моди-
фикациях и представляющий собой ком-
плексное соединение BiI3 и KI – K3[BiI4], 
иногда с добавлением минеральных и ор-
ганических кислот, солей или 
органических растворителей (например, 
этилацетата) [6-7]. Реактив Драгендорфа 
образует окрашенные в оранжевый цвет, 
плохо растворимые в воде комплексы 
практически со всеми алкалоидами и в на-
стоящее время широко применяется как 
для проявления бумажных и тонкослойных 
хроматограмм, так и для количественного 
определения алкалоидов в растворах или 
растительных экстрактах с помощью ден-
ситометрии [8-13]. 
В качестве экстрагента для извлече-
ния алкалоидов из растительного сырья 
использовали 80%-ный раствор кислоты 
уксусной, который, как показали прове-
денные ранее нами исследования, имеет 
значительное преимущество в извлечении 
алкалоидов по сравнению с традиционно 
применяемым с этой целью хлороформом 
(после подщелачивания растительного сы-
рья аммиаком) и различными концентра-
циями этанола [14].  
 
РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
На первом этапе работы нами была 
экспериментально подобрана оптимальная 
концентрация и состав проявляющего ре-
актива. Реактив готовили смешиванием 
водных растворов висмута нитрата основ-
ного в винной кислоте (1,7 г висмута нит-
рата основного и 20,0 г винной кислоты в 
80,0 мл воды) с водным раствором калия 
иодида (16,0 г калия иодида в 40,0 мл во-
ды). Из полученного основного раствора 
модифицированного реактива Драгендор-
фа готовили рабочие путем разбавления 
1% водным раствором винной кислоты. 
Были испытаны концентрации исходных 
компонентов в пределах от 0,25 до 2%. 
Наилучшие результаты при минимальной 
окраске фона были получены при концен-
трации проявляющего реактива, состояще-
го из 1,6 мл основного раствора и 80 мл 
1%-ного водного раствора винной кисло-
ты, который использовали во всей даль-
нейшей работе. 
На втором этапе был изучен характер 
зависимостей цветометрических характе-
ристик пятен проявленных соединений от 
их количества. С этой целью в 96 луноч-
ных планшетах была приготовлена серия 
разведений растворов берберина бисуль-
фата в 80%-ной уксусной кислоте в преде-
лах от 0,1 до 1,0 мкг/мкл. По 10 мкл полу-
ченных растворов с помощью микропи-
петки наносили в виде полосок длиной 
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около 5 см и шириной около 0,5 см на 
хроматографическую бумагу размером 9 
на 12 см, а затем высушивали с помощью 
фена. После нанесения всех растворов 
проводили проявление путем погружения 
бумаги с нанесенными пробами на 1-2 мин 
в рабочий раствор модифицированного 
реактива Драгендорфа. Алкалоиды прояв-
лялись в виде полосок оранжевого цвета на 
желтом фоне. Бумагу вынимали из прояв-
ляющего реактива, давали стечь его из-
бытку, а затем проявленную хроматограм-
му помещали между двумя стеклами и 
сканировали. В работе применяли сканер 
EPSON Perfection 1270 в следующем ре-
жиме: RGB, 24 бит, 300 dpi. 
Полученное цифровое изображение обра-
батывали с помощью компьютерной про-
граммы Imagej ver. 1.43 
(http://rsbweb.nih.gov). С этой целью снача-
ла проводили выравнивание фона изобра-
жения - Process – Subtract Background 
(Rolling 50). Затем изображение разделяли 
на каналы (своеобразный светофильтр) в 
координатах RGB (каналы Red – красный, 
Green – зеленый, Blue – синий) и HSV/HSB 
(каналы Hue – цвет, Saturation – насыщен-
ность, Brightness – яркость) и проводили 
определение отражающей способности 
проявленных пятен алкалоидов Analyze – 
Gels – Select Lanes 1 – Plot Lanes – Wand 
tool. В результате были получены денсито-
граммы, представленные на рис. 1. 
Как видно из данных, представленных на 
рис. 1, наиболее четко прослеживается ли-
нейная зависимость между количеством 
алкалоидов в пятне и размерами пиков 
(высота, площадь) на денситограммах для 
каналов Green – зеленый, Blue – синий в 
координатах RGB, и Saturation в координа-
тах HSV/HSB. Для дальнейшей работы в 
качестве основного был избран канал Blue 
– синий в координатах RGB. Соответст-
вующая денситограмма и градуировочный 
график, полученные при определении от-
ражающей способности продукта реакции 
реактива Драгендорфа с возрастающими 
количествами алкалоидов (1 - 10 мкг в 
пятне), представлены ниже на рисунке 2. 
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Как видно из представленных 
данных, в диапазоне исследованных 
количеств алкалоидов (1-10 мкг) 
зависимость отражающей способности 
продукта реакции алкалоидов с реактивом 
Драгендорфа носит линейный характер 
[13]. 
Уравнение градуировочного графика: 
 
Y = a + bХ = 0,0028 + 2459,09*Х 
(R2 = 0,988) 
 
Однако, учитывая различия в техни-
ческих характеристиках планшетных ска-
неров и параметров хроматографической 
бумаги, при определении содержания ал-
калоидов в растворах или растительных 
экстрактах целесообразно использовать 
внешний или внутренний стандарты. При 
использовании внешнего стандарта мето-
дика анализа в этом случае выглядит сле-
дующим образом. 
Около 0,500 г (точная навеска) из-
мельченных и просеянных сквозь сито 
(500) листьев маклейи помещают в пени-
циллиновые флаконы, добавляют по 10 мл 
80% водного раствора уксусной кислоты, 
встряхивают и оставляют при комнатной 
температуре на 15 ч, а затем выдерживают 
в термостатируемой водяной бане при 
температуре 95 ºС в течение 1 ч, используя 
специально изготовленное приспособление 
(рис. 3), которое позволяет избежать поте-
ри летучего растворителя при нагревании. 
Полученные экстракты охлаждают в тече-
ние 10-15 мин и центрифугируют 10 мин 
при 8000 об/мин [14]. 
Для получения рабочего раствора к 3 
мл полученного экстракта добавляют 7 мл 
воды очищенной. С целью очистки полу-
ченного раствора от пигментов, которые 
могут повлиять на результаты эксперимен-
та, добавляют 0,5 мл хлороформа и цен-
трифугируют 5 мин при 2000 об/мин.  
Наносят по 10 мкл очищенного экс-
тракта листьев маклейи и стандартного рас-
твора берберина бисульфата с концентра-
цией 0,3 мкг/мкл в трех повторностях. На-
несение на хроматографическую бумагу 
размером 9 на 12 см осуществляют с помо-
щью микропипетки в виде полосок длиной 
около 5 см и шириной около 0,5 см, чере-
дуя разведенный уксуснокислый экстракт 
листьев маклейи и раствор берберина би-
сульфата, а затем высушивают с помощью 
фена. После нанесения растворов проводят 
проявление путем погружения бумаги с 
нанесенными пробами на 1-2 мин в рабо-
чий раствор модифицированного реактива 
Драгендорфа. Затем хроматографическую 
бумагу вынимают из проявляющего реак-
тива, дают стечь его избытку. Проявлен-
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ную хроматограмму помещают между 
двумя стеклами и сканируют на сканере 
EPSON Perfection 1270 в режиме RGB, 24 
бит, 300 dpi. Полученное цифровое изо-
бражение обрабатывают с помощью ком-
пьютерной программы Imagej ver. 1.43. 
 
 
 
Рис. 3. Приспособление для извлечения алкалоидов и других БАВ  
из растительного материала 
 
Исходя из средних значений пло-
щадей пиков экстракта листьев маклейи и 
раствора берберина бисульфата, рассчиты-
вают содержание суммы алкалоидов в мг/г 
(Х) по формуле: 
31
2211
VmS
nVSVCX ××
××××= , 
где: 
C1 – концентрация раствора бербе-
рина бисульфата, мкг/мкл (0,3); 
V1 – объем наносимой пробы рас-
твора берберина бисульфата, мкл (10); 
S2 – площадь пика экстракта листь-
ев маклейи, пикселы; 
V2 – объем экстракта, мл (10); 
n – разведение исходного экстракта; 
S1 – площадь пика раствора бербе-
рина бисульфата, пикселы; 
m – масса навески сырья, мг; 
V3 – объем наносимой пробы экс-
тракта листьев маклейи, мкл (10). 
Метрологическая характеристика 
методики количественного определения 
суммы алкалоидов представлена в табл. 1. 
 
 
Таблица 1 – Метрологическая характеристика методики количественного определения  
суммы алкалоидов в листьях маклейи 
 
X ,мг/г n S S
2 t(p,f) ∆х ε,% εn=3,% 
20,9 10 0,78 0,61 2,26 0,5 2,33 1,34 
 
 
ВЫВОДЫ 
 
Разработана методика количествен-
ного определения алкалоидов в листьях 
маклейи с применением сканера и компь-
ютерных программ цифровой обработки 
изображений. Предложенная нами методи-
ка выгодно отличается быстротой прове-
дения анализа, экспрессностью, возможно-
стью одновременного анализа многих 
проб. Предложенная методика может быть 
легко адаптирована для определения алка-
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лоидов в других растительных объектах, в 
том числе чистотеле большом, видах рода 
люпин. 
 
SUMMARY 
 
А.А. Pogotskaya, G.N. Buzuk 
APPLICATION OF THE SCANNER AND 
COMPUTER PROGRAMS OF DIGITAL 
PROCESSING OF IMAGES FOR 
QUANTITATIVE DEFINITION OF 
ALKALOIDS OF LEAVES OF THE 
MACLEAYA CORDATA 
The given work is devoted to working 
out of computer techniques of processing of 
the image in a colour mode.  
Colour measurement characteristics of 
the analyzed sample (colour coordinate in 
various systems, the light, a saturation of col-
our, and others ) serve as the analytical signal 
connected with concentration of the defined 
component.  
In the given work the technique of 
quantitative determination of the sum of alka-
loids in the leaves of Macleaya cordata with 
application of the scanner and computer pro-
grams of digital processing of images is of-
fered. The offered technique is based on 
measurement of reflecting ability of stains of 
alkaloids put on chromatographic paper, after 
their manifestations display modified on 
Munje with the reagent of Dragendorff. The 
technique is simple in using, does not require 
the expensive equipment (densitometеrs), and 
possibility of the processing of 
erpentinems in a colour mode allows to 
reduce an analysis error as much as possible. 
The relative error of the offered technique 
makes 2,33 %.  
Keywords: Macleaya cordata, alkaloids, 
scanner. 
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